慢性淋巴细胞白血病（chronic lymphocytic leukemia，CLL）是一种多发生于中老年人群的低度恶性的成熟B淋巴细胞克隆增殖性肿瘤，以单克隆性淋巴细胞在外周血、骨髓、脾脏和淋巴结聚集为特征[@b1]--[@b4]。而程序性死亡受体（programmed cell death 1，PD-1，CD279）/及其配体（PD-L1，CD274）参与肿瘤免疫逃逸及利用PD-L1进行免疫治疗的相关研究己成为目前国内外肿瘤学研究的最新焦点，PD-1与PD-L1结合后，诱导T细胞凋亡或失活，从而抑制机体抗肿瘤作用，同时肿瘤细胞获得免疫逃逸[@b5]--[@b7]。有研究者报道PD-1、PD-L1在CLL患者体内高表达，但其与疾病分期及临床参数的相关性尚无定论[@b8]--[@b9]。在本研究中我们采用流式细胞术检测CLL患者及健康对照者外周血PD-1、PD-L1的表达，同时分析其与CLL预后指标的相关性，以探讨其可能的临床意义。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：所选病例为2015年1月至2016年6月就诊于我院的57例初治CLL患者，其中男39例（68.4%），女18例（31.6%），平均年龄（63.7±10.7）岁，所选病例的诊断、分期均根据文献[@b10]标准。根据Rai分期法将患者分为：低危组（0期）5例，中危组（Ⅰ\~Ⅱ期）34例，高危组（Ⅲ\~Ⅳ期）18例。以我院20名体检健康者为对照，其中男14名，女6名，平均年龄（60.3±5.2）岁。两组受试者年龄及性别差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。本研究获得我院伦理委员会批准，且所有受试者均签署知情同意书。

###### 慢性淋巴细胞白血病（CLL）患者组及对照组一般资料比较

  组别     例数   男性患者［例（%）］   年龄（岁，*x*±*s*）   WBC（×10^9^/L，*x*±*s*）   淋巴细胞绝对数（×10^9^/L，*x*±*s*）   淋巴细胞百分比（%，*x*±*s*）   HGB（g/L，*x*±*s*）   PLT（×10^9^/L，*x*±*s*）
  -------- ------ --------------------- --------------------- -------------------------- ------------------------------------- ------------------------------ --------------------- --------------------------
  对照组   20     14（70.0）            60.3±5.2              5.06±0.33                  1.97±0.14                             30.18±1.99                     135.00±3.87           245.00±15.82
  CLL组    57     39（68.4）            63.7±10.7             51.63±26.87                41.22±24.35                           76.99±13.49                    123.40±24.17          160.74±69.26
                                                                                                                                                                                    
  *t*值           0.017                 1.377                 13.083                     12.170                                25.412                         −3.511                −8.591
  *P*值           0.896                 0.172                 \<0.001                    \<0.001                               \<0.001                        0.001                 \<0.001

2．主要试剂和仪器：所用荧光单克隆抗体（FITC标记的CD8、Lin-1，PE标记的PD-1、PD-L1，Percp标记的CD4、CD11c，APC标记的CD19，PE-cy7标记的HLA-DR）均购自美国BD公司。流式细胞仪为德国美天旎生物技术有限公司产品。

3．方法及指标检测：取受试者肝素抗凝的新鲜（6 h内）外周血。在T细胞流式管分别加入FITC标记的CD8、PE标记的PD-1、Percp标记的CD4、APC标记的CD19单克隆抗体各10 µl，之后再加入外周血100 µl充分混匀，在树突细胞（DC）流式管分别加入FITC标记的Lin-1、PE标记的PD-L1、Percp标记的CD11c、PE-cy7标记的HLA-DR单克隆抗体各10 µl，之后再加入外周血100 µl充分混匀，避光作用15 min后加红细胞裂解液500 µl，室温作用10 min；加入PBS终止裂解，1 000 r/min（离心半径17 cm）离心5 min，弃上清液；用PBS洗涤2次，PBS重悬细胞，调整细胞密度为1×10^6^/ml。上机检测至少10 000个细胞，采用FSC/SSC双参数设门，分析PD-1；用SSC和Lin-1设门选择Lin-1阴性细胞，再以HLA-DR/CD11c设门，选定HLA-DR^+^CD11c^−^细胞即为DC，进一步分析DC表面PD-L1表达情况。逐级设门示意图见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。

![逐级设门图（PD-1：程序性死亡受体1）](cjh-38-03-198-g001){#figure1}

4．统计学处理：采用SPSS 21.0软件进行统计学处理，计量资料以*x*±*s*表示（均符合正态分布），两组间的比较采用*t*检验，三组间比较采用方差分析，组间两两比较采用LSD法，若方差不齐，则组间比较运用秩和检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．PD-1、PD-L1的表达：结果显示与对照组相比，PD-1在CLL患者CD8^+^T细胞、CD4^+^T细胞和CD19^+^B细胞表面的表达均明显增高（*P*值均\<0.001）；PD-L1在CLL组的表达明显高于对照组（*P*\<0.001）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 慢性淋巴细胞白血病（CLL）患者及对照组程序性死亡受体1/及其配体（PD-1/PD-L1）的表达（%，*x*±*s*）

  组别     例数   PD-1          PD-L1                      
  -------- ------ ------------- ------------- ------------ -------------
  对照组   20     13.17±4.03    13.75±5.34    1.98±0.90    2.09±0.79
  CLL组    57     30.46±14.06   33.10±10.47   11.52±6.83   19.36±13.48
                                                           
  *t*值           8.360         10.572        10.296       9.625
  *P*值           \<0.001       \<0.001       \<0.001      \<0.001

2．CLL组不同Rai分期患者的PD-1、PD-L1表达：低、中、高危三组CLL患者PD-1、PD-L1的表达水平见[表3](#t03){ref-type="table"}。CD8^+^T细胞、CD4^+^T细胞和CD19^+^B细胞表面PD-1的表达在三组患者中的差异均有统计学意义（*P*值均\<0.01）；DC表面PD-L1的表达在三组患者中的差异有统计学意义（*P*=0.001）。随着危险度的增高PD-1、PD-L1的表达水平亦增高（*P*值均\<0.05）。

###### 不同Rai分期慢性淋巴细胞白血病患者程序性死亡受体1/及其配体（PD-1/PD-L1）的表达（*x*±*s*）

  组别     例数   年龄（岁）    PD-1（%）     PD-L1（%）                 
  -------- ------ ------------- ------------- ------------- ------------ -------------
  低危组   5      72.60±7.57    13.89±3.81    21.45±3.51    4.37±1.46    4.92±3.48
  中危组   34     62.88±10.30   28.64±12.18   31.46±7.99    10.22±3.79   17.25±10.38
  高危组   18     62.89±11.46   38.51±14.27   39.44±12.10   15.95±9.28   27.37±15.76
                                                                         
  *F*值           1.950         8.511         8.686         9.238        8.101
  *P*值           0.152         0.001         0.001         \<0.001      0.001

3．患者PD-1、PD-L1表达与临床特征的相关性分析：57例患者均进行了CD38检测，根据结果将患者分为CD38^+^组（CD38≥20%，11例）及CD38^−^组（CD38\<20%，46例），CD8^+^ T细胞表面PD-1的表达在CD38^+^组高于CD38^−^组，差异有统计学意义（*P*=0.004）；CD4^+^T细胞、CD19^+^ B细胞表面PD-1的表达在两组患者中的差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）。DC表面PD-L1的表达在CD38^+^组高于CD38^−^组，差异有统计学意义（*P*=0.002）（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### CD38表达对慢性淋巴细胞白血病患者程序性死亡受体1/及其配体（PD-1/PD-L1）表达的影响（*x*±*s*）

  组别     例数   年龄（岁）    PD-1（%）     PD-L1（%）                 
  -------- ------ ------------- ------------- ------------- ------------ -------------
  阳性组   11     67.27±9.62    41.19±13.88   37.23±9.89    11.95±8.25   30.18±16.03
  阴性组   46     62.89±10.85   27.90±12.97   32.11±10.47   11.42±6.55   16.78±11.56
                                                                         
  *t*值           1.227         3.014         1.471         0.230        3.198
  *P*值           0.225         0.004         0.147         0.819        0.002

注：CD38^+^组：阳性率≥20%；CD38^−^组：阳性率\<20%

57例患者中39例进行了ZAP-70检测，根据结果将患者分为ZAP-70^+^组（ZAP-70≥20%，11例）及ZAP-70^−^组（ZAP-70\<20%，28例）。CD8^+^ T细胞、CD4^+^ T细胞、CD19^+^ B细胞表面PD-1的表达在两组患者中的差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。DC表面PD-L1的表达在ZAP-70^+^组中表达高于ZAP-70^−^组，差异有统计学意义（*P*\<0.001）（[表5](#t05){ref-type="table"}）。

###### ZAP-70表达对不同分组慢性淋巴细胞白血病患者程序性死亡受体1/及其配体（PD-1/PD-L1）表达的影响（*x*±*s*）

  组别     例数   年龄（岁）    PD-1（%）     PD-L1（%）                  
  -------- ------ ------------- ------------- ------------- ------------- -------------
  阳性组   11     65.27±13.74   37.32±14.19   37.12±12.52   16.76±10.28   32.36±14.44
  阴性组   28     62.29±9.12    27.69±13.28   32.62±9.62    10.56±5.96    15.23±11.58
                                                                          
  *t*值           0.666         1.999         1.207         1.879         3.876
  *P*值           0.517         0.053         0.235         0.083         \<0.001

注：CD38^+^组：阳性率≥20%；CD38^−^组：阳性率\<20%；ZAP-70^+^组：阳性率≥20%；ZAP-70^−^组：阳性率\<20%

57例患者中42例进行了FISH染色体核型检测，将正常核型（20例）及13q−（8例）的CLL患者定义为预后良好染色体组（28例），将单纯+12（6例）、单纯11q−（3例）、单纯17p−（2例）及复杂异常核型（13q−合并17p−1例，11q−合并13q−2例，共3例）的CLL患者定义为预后不良染色体组（14例）。CD8^+^T细胞表面PD-1的表达在预后不良染色体组中高于预后良好染色体组（*P*=0.004）；CD4^+^T细胞、CD19^+^B细胞表面PD-1的表达在两组患者中的差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）。DC表面PD-L1的表达在预后不良染色体组中高于预后良好染色体组，差异有统计学意义（*P*=0.023）（[表6](#t06){ref-type="table"}）。

###### 不同染色体核型分组慢性淋巴细胞白血病患者程序性死亡受体1/及其配体（PD-1/PD-L1）表达的影响（*x*±*s*）

  组别               例数   年龄（岁）    PD-1（%）     PD-L1（%）                 
  ------------------ ------ ------------- ------------- ------------- ------------ -------------
  预后不良染色体组   14     62.93±18.61   39.94±14.88   35.28±11.13   11.11±9.91   27.80±15.97
  预后良好染色体组   28     62.96±10.62   25.99±13.18   29.95±8.94    11.09±5.20   16.08±11.03
                                                                                   
  *t*值                     −0.008        3.099         1.681         0.010        2.468
  *P*值                     0.994         0.004         0.101         0.992        0.023

57例患者中41例进行了β~2~微球蛋白（β~2~-MG）检测，其中≥3.5 mg/L者13例，\<3.5 mg/L者28例。结果见[表7](#t07){ref-type="table"}。PD-1、PD-L1在两组患者中的表达差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。

###### β2微球蛋白表达对慢性淋巴细胞白血病患者程序性死亡受体1/及其配体（PD-1/PD-L1）表达的影响（*x*±*s*）

  组别           例数   年龄（岁）    PD-1（%）     PD-L1（%）                 
  -------------- ------ ------------- ------------- ------------- ------------ -------------
  ≥3.5 mg/L组    13     67.85±10.46   30.31±12.39   36.18±14.50   13.67±9.54   23.52±15.75
  \<3.5 mg/L组   28     62.04±10.41   32.02±14.50   30.87±8.33    10.54±5.82   19.60±14.38
                                                                               
  *t*值                 1.661         −0.368        1.231         1.094        0.790
  *P*值                 0.105         0.715         0.236         0.290        0.434

讨论 {#s3}
====

PD-l是CD28/CTLA-4家族共刺激分子中的一员，位于染色体的2q37.35。通常PD-1只在活化的T细胞中表达，而静息的细胞尚未发现存在PD-1蛋白分子[@b11]。PD-L1为PD-1的配体，是CD28/B7家族中第4个成员，人PD-L1基因定位于染色体9p24，正常组织在许多情况下经诱导才表达PD-L1，并且随着这些细胞的活化表达会上调[@b12]。PD-1与PD-L1结合后在肿瘤细胞免疫应答中发挥负性调控作用，从而导致免疫逃逸。免疫编辑是肿瘤细胞通过改变自身表型逃避免疫系统攻击的现象，免疫编辑有三个阶段：免疫清除、免疫均衡及免疫逃逸。尽管免疫编辑在肿瘤早期效果佳，但有证据表明在肿瘤进展过程中肿瘤细胞仍会采用各种破坏性反应维持自身生存[@b13]，在实体瘤中，这样的过程依赖于表面分子PD-L1过度表达，PD-L1与PD-1结合后，可抑制T细胞免疫反应，从而使肿瘤进展并扩散[@b14]--[@b15]。通过特定的抗体抑制PD-1/PD-L1在肿瘤中的免疫抑制反应，已用于治疗各种不同器官的实体瘤[@b16]--[@b17]。

本研究中我们的结果显示在CLL患者CD8^+^T细胞、CD4^+^ T细胞、CD19^+^B细胞PD-1的表达均高于健康对照组，Brusa等[@b9]也报道了类似的研究结果。McClanahan等[@b18]在CLL小鼠模型中观察到PD-1的表达高于健康对照鼠。因PD-L1分布广泛，在T细胞、B细胞、抗原提呈细胞等细胞表面均有表达，而DC为专职抗原提呈细胞，国外有研究者报道PD-L1在CD19^+^B细胞表面高表达[@b9]。目前尚无在CLL患者DC表达的相关研究。我们在本研究中检测了PD-L1在DC表面的表达，结果显示DC表面PD-L1的表达较健康对照组明显增加，差异有统计学意义。DC可激活初始T细胞，在免疫应答的启动、调控及维持环节发挥作用，DC表面PD-L1的高表达提示PD-1/PD-L1通路可能通过干扰DC的抗原提呈作用而抑制T细胞免疫应答。

在本研究中我们对CLL患者以Rai分期进行危险度分组，发现疾病越倾向中晚期，PD-1在CD8^+^T细胞、CD4^+^T细胞、CD19^+^B细胞表面的表达均越高，PD-L1在DC表面的表达也越高。Rusak等[@b19]仅报道了PD-1在CD4^+^ T细胞表面的表达与Rai分期呈正相关。而Grzywnowicz等[@b20]则对CLL患者以Binet分期进行危险度分组，三组患者PD-1、PD-L1的表达差异无统计学意义，这可能与病例数、种族及地域差异有关，这种差异有待进一步验证。

CD38为CLL重要的预后指标。我们在本研究中发现只有CD8^+^T细胞表面PD-1的表达水平在CD38^+^组显著高于CD38^−^组，差异有统计学意义，而CD4^+^ T细胞、CD19^+^B细胞表面PD-1的表达差异在两组的差异无统计学意义，DC表面PD-L1的表达水平在CD38^+^组显著高于CD38^−^组。CD38^+^CLL患者较CD38^−^者预后差[@b21]，故PD-1、PD-L1可能与CLL患者的预后相关。

ZAP-70是一种蛋白酪氨酸激酶，在正常机体的B细胞中低表达，而在CLL患者的B细胞中则呈高表达，其表达水平越高提示预后越差[@b22]。我们在本研究中发现DC表面PD-L1的表达在ZAP-70^+^组中表达显著高于ZAP-70^−^组，差异有统计学意义，与文献[@b23]的研究结果一致。

CLL患者的染色体常见异常核型有13q−、+12、11q−、17p−，Dewald等[@b24]研究认为，正常核型及13q−者预后良好，而+12、11q−、17p−及复杂核型者预后不良。我们根据上述结论将CLL患者分为预后良好染色体组和预后不良染色体组。研究结果显示预后不良染色体组患者CD8^+^T细胞表面PD-1表达、DC表面PD-L1表达均高于预后良好染色体组，差异均有统计学意义。提示CLL患者外周血中PD-1、PD-L1高表达可能与患者预后相关。

β~2~-MG是细胞表面人白细胞抗原（HLA）的β链，在CLL患者的尿液及血液中β~2~-MG可升高，其表达水平与CLL负荷、临床分期密切相关。本研究57例CLL患者中41例进行了β~2~-MG检测，以3.5 mg/L为界将患者分为两组，结果显示PD-1、PD-L1在两组中的表达差异无统计学意义。

综上，在本研究中我们发现PD-1、PD-L1在CLL患者呈高表达，其表达水平在CD38^+^组、预后不良染色体组及Rai分期高危组患者中均存在高表达，提示其可能与CLL预后相关，随着疾病进展，病情越倾向中晚期PD-1、PD-L1的表达水平越高，故PD-1、PD-L1可能作为CLL的预后指标对患者进行综合评估并及时指导治疗，同时PD-1/PD-L1信号通路有望成为CLL新的免疫治疗靶点。关于PD-1、PD-L1在CLL中的详细作用机制需继续完善相关实验，从分子水平等不同层面进行探讨。
